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RESUME - Liintensite de I'ncorporation a F'obscurité du 1%CO, et la vitesse d'apparition de
metabolites marques sont suivies chez trois macroalgues de la zone intertidale:  Fucus
serratus L. Fucus vesiculosus L. el Chondrus crispus Stackhouse,

La cinétique des réactions succédant & la fixation du CO, varie suvant les espéces
étudiées el seuls deux metabolites, 'aspartate et le glutamate, sont présents dans les trois
cas. Chez les algues brunes, une quaniite importanie de 1¥CO, est rapidement incarporee
dans le glycérate, alors que T'on ne relrou\e pas d'acides organigues margués chez I'algue
rouge; aussi quelques hyp T les Filiations sont proposées.

Pour la fixation du CO, & I'obscurité, it se confirme I'existence d'un métabolisme com-
mun aux Fucus, différent de celui du Chondrus crispus, La principale originalite de ce
métabolistme du carbone & I'obscurité est, surloul cheé les algues brunes, son incorporation
rapide, continue et intense dans un composé & cing alomes de carbone: le glulamale; c'est
PoUrquoi, parmi les espéces étudides ici, le Fucus serranus, qui présente lo plus fort taux de
B-carboxylation avee une intense incorporation du ¥C dans le glutamate, sera retent com-
me modele lors d'études complémentaires pour préciser les éventuelles particularités de ce
metabolisme.

ABSTRACT - The intensity of the short term rate of dark CO, incorporation was studied
in three species, Fucus serramus L., Fucus vesiculosus L. and Chondrus crispus Stackhouse of
intertidat algae and the Kinetics of the prodiction of so me radioactive metabolites in these
conditions were determined. [n all the species studied carbon dioxide was assimilated at dif-
ferent levels, but only two common labelled metabolites, aspartate and glutamale, were
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found, An importent level of radiocarbon was quickly incorporated into glycerate by the
brown algae, but not into the organic acids in the red; the hypothesis of possible metabolic
filiations are discussed hercafter. So we confirm that in Fucus common metabolic pathways
operate for the dark fixation of carbonate, but different in Chondrus crispus.

The common criginality of this non-photosynthetic metabolism is, in brown seaweeds,
the early, mtense, and continuous 14C, incorporation into a compound with five carbon al-
orms: the glutamate, One of the speeies, Fucis serrafus, which present an important level of
B-carboxylation and an intense carbon fixation in glutamate, could be used to study the
characteristics of this matabolism

MOTS CLES : Carboxylation, obscurit, métabolisme, Chondrus crispus, Fucus serratus,
Fucus vesiculosus.
ABREVIATIONS:
GOGAT: glutamine 2-oxoglutarate amino-transferase; OAA: oxaloz
énalpyruvate
PEPCK: phosphoénolpyruvate carboxykinase.

GDH: glutamate deshydrogénase; GS: glutamine synthétase;
etate; PEP: phospho-

INTRGDLUCTION

La propriété de fixer du €0, & l'obscurité a été précédemment démontrée
chez de nombreuses atgues marines (Akagawa et al., 1972a et b); Graigie, 1963;
Joshi et af., 1962; Kremer, 1981). En particulier chez les Pheophycees, il est
maintenant bien connu que cette fixation obscure peut représenter une part im-
portante (jusqu'a 20%) de la fixation pholosynthétique du CO, (Kremer, 1979;
Kremer, 1981). Recemment, certains d’entre nous (Coudret e al., 1987) 'ont
confirmé chez une algue brune méditerranéenne Cystoseira elegans Sauvageau.

Dans ces conditions particuliéres de fixalion non-photosynthetique du carbo-
ne, quelques auteurs ont tenté d'en préciser les voies métaboliques; |identification
des métabolites formes est le plus souvent réalisée aprés de longues périodes d
corporation (au moins 10 min). ne permetiant pas d étudier leurs cinétiques d'ap-
parition (Joshi et al., 1962; Penot e al., 1985 Willenbrink et af., 1979). Lors
dincorporation de NaHHCO, durant de courtes périodes (15 s), Coudret et al.
(1987), chee Cystoscira elegans, ont montré que les métabolites rapidement
formés 4 I'obscurite étaient non sculement le malate et l'aspartate (principaux
dérivés de la production primaire d'OAA apres f-carboxylation du PEP comme
chez les plantes supérieures), mais aussi le glutamale; cette incorporation du
1CO, dans le glulamate avail été deja signalée chez des algues brunes et rouges
(Joshi et at., 1962; Penot et al., 1985) mais pour des temps de charge pius longs
{respectivement 60 el 30 min.).

Pour d'asscz courtes périodes de charge, & notre connaissance, seuls Craigie
(1963). puis Akagawa et al., (1972b), sur des algues brunes ont montré que, par-
mi les produits initiaux formes & I'obscurité, deux acides amines, 'aspartate e le
glutamate et un acide organique, le citrate (mais pas le malate) sont forlement
marqués.

Aussi, Uintensité et la cinétque de lincorporation obscure du HCO, dans les
métabolites proches de la fixation primaire sont suivies ici pour des especes
(deux algues brunes et une algue rouge) se développant dans des condifions trés
différentes des cystoseires précédemment étudices; soumises dans leur milicu na-
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turel au balancement des marées ct & des niveaux d'éclairement moins élevés et
plus fluctuants, elles présentent de plus par rappert a la cystoseire, un impact
écologique de plus grande importance (aire de répartition plus étendue et intense
production de biomasse).

Afin de faciliter une éventuelle comparaison des résultats, les conditions
expérimentales d'exposition au NaH4CO, durant de courtes périodes et a
l'obscurité restent celles précédemment retenues pour les cystoseires (Coudret er
al., 1987).

MATERIEL ET METHODES

I - Matériel végétal

Les thalles de Fucus serratus L., de Fucus vesiculosus L. et de Chondrus
crispus Stackhouse utilisés ont &é récoltés prés d’Arromanches ((Alvddos -
France). Transportés au laboratoire, ils sont neltoyés puis placés en immersion
constante durant deux semaines en aquarium rempli d'eau de mer (filirée et
continucllement aérée), prélevée dans la zone de récolte des algues. La
température de 'cau est de 15°C et un éclairement moyen, de 100 umoles m2 st
est fourni LSh sur 24 (Licor, 400-700 nm).

2 - Incorporation & I'obscurité du )C dans la matiére organique
el étude des métabolites formés.

Chez les Fucus, la plus forte capacité a fixer le carbone & V'obscurité est
observée dans les partics terminales en croissance (Kuppers & Kremer, 1978);
aussi pour les trois espéces étudiées, des fragments de thalle (lg de matiére frai-
che) sont prele»es dans ces partics cn active, puis pr 2h
en cau de mer a " sous lumiére saturante (800 gmoles s 1) avant d'élre
placés & l'obscurité. Aprés 2h de conditionnement en chambre noire, los frag-
ments sonl transférés, durant des temps de charge variables (15, 45, 120, 360 cu
[200s), dans de l'vau de mer contenant du \all"‘CO] {370 KBgq ml?,
radicactivité spécifique 20 GBg mmoles™), puis aprés rinage rapide, ils sont
plongés dans Tazole fiquide. Les issus des car ot des
réactions qui les suivent, sont extrails dans l'éthanol m 30% (v:v, dans l'eau) en
présence de Dowex S0 (forme H*), de NaF et de KBIL,, puis ils sont separés
par électrophorése & haut voltage et chromatographie sur couche mince (Coudret
et al., 1985) La radmacume mcorporcc est mcsurce par scintillation liquide
aprés i des isolées par a

1.a radioactivite incorporée dans la fraction insoluble est mesurée et comparée

4 celle de la fraction soluble; les résultats ne sont pas pris en comple car le pour-

centage de radioactivité incorporée dans celte fraction insoluble represeme lou-

jours meins de 1% de la radioactivité incorporée dans Ja maliére organique to-
tale,

Les résultats (moyenne de 2 ou 3 répétitions) sont exprimés en nombre d'im-
pulsions par minute (ipm) par milligramme de maliére végétale fraiche ou en
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pourcentage de la radioactivité totale incorporée 4 I'obscurité dans la matiére or-
ganique soluble.

Lacide glutamique est dosé selon la méthode préconisée par Boehringer,
Mannheim dans laguelle le NADH formé lors de Yaction de la glutamate
deshydrogénase sur l'acide glutamique est suivi colorimétriquement (Beutler &
Michal, 1974).

RESULTATS

I - Incorporation du 14C dans la matiére organique soluble.

Le taux de “CO, fixé dans la matiére organique sofuble, suivi entre 15 et
12005 d'exposition au Nall*CO; augmente en fonction du temps chez fes trois
espéces éwdiées (Figure 1).

La cinétique d'incorporation du'#CO, est identique chez les trois espéces lors
des premiers temps de charge (15, 45 et 120s); pour de plus Jongues périodes

Fucus serratus

2500

Gammg-thg 51

2500]

4. KCORPORE DANS LA MATIERE FRAICHE TOTALE
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TEMPS 'EXPOSITION B HaH'*o0; 16

Fig. | - Radioactivité incorporée (en ipm par milligramme de maticre fraiche) dans la
‘matiére organique soluble en fonction du temps de charge (secondes) avec NaHCO;.
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(360 et 12005) Yincorporation du'*CO, augmente de facon similaire chez les
Fucus, et plus modérément pour le Chondrus crispus.

2 - Incorporation dui¢C dans les métabolites.

Chez les trois algues ctudiées et durant ces courtes périodes de charge, seu-
lemnent quelques acides aminés et quelques acides organiques sont marqués (Fi-
gure 2).

Chez les Fucus, cing métabolites sont identifiés avec des taux de radicactivité
trés differents: dés 15s de charge, trois composés chez lesquets lincorporation du

Fucus serratus
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Fig. 2 - Radioaclivité incorporée {en ipm par mg de matiére fraiche) dans les différents
métabolites en fonction du temps de charge (secondes) avec NaHM¥ COy - Glu
(glutamate), Asp {Aspartatc), Ala (Alaning), Gly (glycine).
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Tableau 1 - Répartition du C dans les principaux métabolites identifiés (en p. 100 de la
radioactivité totale incorporée & l'obscurné) en fonction du temps de charge avec Na
HHCO,.

140 est respectivement décroissante (le glycérate, I'aspartate ct le malate), puis,
plus tardivement deux acides aminés (le glutamate et I'alanine) chez lesquels les
taux dincorporation du NC sont similaires pour le Fucus vesiculosus el plus
éleves dans le ghitamate pour le Fueus serratus.

Chez Talgue rouge, Chondrus crispus. quel que soit le temps de charge (dans
la gamme wilisée ici), on ne trouve du 14C en quantité mesurable que dans des
acides aminés (asparlate, glutamate et glycine), avec une part trés imporiante
dans I'aspartate (73%) ct des niveaux beaucoup plus faibles dans la glycine et le
ghutamate (respectivement 19 et 8% pour la plus longue période de charge).

Si. apres 20 min. d'incubation des thalles avec Nal[14CO5 nous comparons la
part relative du 1*C incorporé dans I'ensemble des metabolites (tableau 1), il est
possitle de déterminer le principal produit marqué et accumulé en fin de charge
pour chaque espéce: !'aspartate domine nettement chez le Chondrus crispus, e
glutamate et le glycérate chez le Fucus serratus, le glycérate et 'aspartate chez le
Fucus vesiculosus; le malate n'est trouvé que chez les algues brunes, sa part rela-
tive diminuant de plus en plus lorsque le temps de charge augmente.

INTERPRETATION ET CONCLUSIONS

La capacité dassimiler le CO, & V'obscurité, donc indépendamment de la
photosynthése est fréquerament observée, aussi bien chez les macroalgues que
chez les microalgues de plus, comparées aux algues rouges et vertes, les algues
brunics présentent généralement unc pius grande capacite a fixer le CO; en ab-
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serce de lumiére (Kremer & Kuppers, 1977). C'est ce gue nous observons chez
Jes trois espéces etudices ici (une algue rouge et deux algues brunes).

Toutefois, comme Joshi ef a/. (1962) nous pensons que cette généralisation est
un peu rapide, cela ne semblaat pas toujours le cas: dans nos expériences, si le
taux de radioaclivité incorporée a t'obscurile est important et équivalent chez les
deux espéces de Fucus, il est loin d'éwe négligeable chez Chondrus crispus; de
plus pour des conditions expér Chondrus crispus fixe plus de
carbone, quel que soit le temps de charge, que deus espéces de cystoseire
expérimentées par ailleurs: Cysioseira elegans (Coudret et al., 1987), Cystoseira
barbata (Good. et Wood.) C. Ag. (résullats non publiés). En accord avec les tra-
vaux de Craigie (1963), ces differences de comportement peuvent s'expliquer par
les prétraitements lumineux subis par les thalles antérieurcment 3 la fixation obs-
cure de ¥CO,: courte période d'éclairement, voire absence totale d'éclairement
dans les travaux de Kremer & Kuppers (1977), alors que dans ce travail nous
saturons la photosynthése durant 2h, a e
causes de variabilite des résultals peuvent provenir de I'dtat nutriionnel des
thalles, ou encore de leur stade de développement au moment des mesures.

Pour les courles périodes de charge utilisées la presque totalité de la
radioactivité incorporée mst retrouvée dans la fraction hydro-alcoolique sous for-
me dacides aminés el dacides organiques pour les Fiucus et umiquement sous
forme d'acides aminés pour le Chondrus crispus.

Chez le Fucus serratus, hormis pour le glutamate, lous les métabolites
identifiés préscntent des pools saturés aprés 5 min de charge, ce gue I'on n‘obser-
ve pas chez le Fucus vesiculosus sauf pour le malale Pour la mise en L\«ldEﬂ\.E
d'é filiations mé i lors des de charge, lar
incorporée dans chaque métabolite est exprimée en pour cent de fa radioactivite
totale mesurée (tableau 1), Conformément aux hypothéses proposées pour la
cystoseire (Coudret er al.. 1987), la synthése rapide et intense de malate et
d'aspartate (55% de la radioactivité totale aprés 13s) pourrait résulter de la for-
mation préalable d'OAA  par carboxylation du PEP comme cela esl
généralement admis aussi bica chez les vegélaux supérieurs que chez les algues
(Kremer & Kuppers, 1977). La part imporiante prise par Ic glycérate parmi les
métabolites aprés 15s de charge s'explique plus dilficilement, peut-élre provient-il,
directement de I'aspartate par décarboxylation comme I'ont décrit Kulkarni &
\lmha]k._\r (1973) chez Gracilaria corticata 1. Ag.: le glutamale et V'alanine, qui

apparaissent plus tardivement. mais qui représenient one part de plus en plus im-
pormnm dans  lincorporation du 1C  résulteraient  de  'aspartate  par
proposées pour la eystoseire); los sources
RIS i T s composés pouvant ére le pool interne
d’acides amines libres, et ou du NFl,* directement prélevé dans I'eau de mer
¢ 4 une éventuelle activite de la GDH ou du systéme GS-GOGAT. Quoi
Gu'il en soit, ces filiations restent hypothétiques, la redistribution du 14C semblant
se faire non seulement & partir de L'aspartate mais aussi et surtout du malate.
Chez le Fucus vesiculosus on obscrve Ja méme évolution avec une disparition
plus lente de la radioactivité incorporée dans l'aspartate et un marquage plus
précoce du glutamate et de |'alanine (aprés 45s de charge).

Chez le Chondrus crispus le MC ne s'incorpore aprés les durées de charge
utilisées que dans trois acides aminés (aspartate, glycine et glalamate) dont les
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pools ne sont pas saturés méme aprés 20 min. (fig. 2). La filiation semble plus
évidente que pour les algucs brunes, puisque la radicactivité incorporée cn
totalité dans I'aspartale (tableau 1) lors de la plus courte charge diminue ensuite
au profit de 1a glycine puis plus tardivement et de fagon moins intense au profit
du giutamate. La principale dilféerence avec les Fucus est qu'aucun acide organi-
que n'apparait marqué pour les lemps de charge utilisés.

Comme chez d'autres Phéophycées (Craigie, 1963; Akagawa ef al., 1972b),
nous confirmons pous les espéces etudiées ici, que I'aspartate et le glutamate sont
les premiers acides aminés marqués locs de la fixation non-photosynthétique du
14C. Parmi les acides organiques nous relevons, comme Mortain-Bertrand (1987)
pour des microalgues, un important niveau de radioactivite dans le glycérate et
plus modéré dans le malate. Par contre en dehors du malate nous ne relevons
pas, comme Craigie (1963) et Akagawa et al. (1972b), la présence parmi les
métabolites marques, de citrate alors qu'il est abondant chez Laminaria digitata
(Huds.) Lamour (Kremer & Markham, 1979); de fa méme fagon chez Cystoseira
elegans nous pavions pas détecté de citrate marqué, méme aprés 3h d'incorpo-
ration a l'obscurité (résultats non publiés) ce qui laisse supposer que la voie
métabolique suivie ici ne passe pas par le cycle des acides iricarboxyliques.

Ainsi, chez tes algues brunes, la fixation primaire a I'obscurité du carbone et
son incorporalion préferentielle dans les acides aminés semblent suivre une voie
métabolique commune, reflet du_ fonctionnement  de  plusicurs _systéme
enzymatiques: une carboxylase, la PEPCK, cn premier lieu, dont Ja présence et
le role sont mainicnant bien établis chez les algues brunes (Akagawa el al.
1972a; Kremer, 1979, Kerby & Evans. 1983), puis de diverses transaminase
comme la o itate tr i qul esl trés active chez les algues
brunes (Nakamura ef ., 1985). Le glutamate, rapidement et de plus en plus
marqué, joue probablement un role central dans la synthése plus tardive et plus
diversifitc des autres acides amiaés.

Chez I'algue rouge étudiée ici, comme chez Polpsiphonia lanosa L. (Craigie,
1963) la totalité de la radioactivité incorporée se concentre dans les acides
aminés; ce fait peot s'expliquer pac une compétition au niveau de la transfor-

- —
T iy : : - "
T pumire X 5. E—— T & T s | 2.3,
e I T T s o T )

Tableau 1I - Evolution de la quannté totale de glulamate (en microgrammes dans 1mg de
matiére fraiche: M.E.) ot de a radioactivité spécifique (RS.) du ghutamate de novo (en
ipm dans 1pg de glutamate) mm fonction du temps de charge avec Na HHCO;.

Source - MMHN. Paris



FIXATION DU CARBONE A L'OBSCURITE CHEZ LES MACROALGUES 255

smation de 'OAA en malate ou en aspartate (Joshi et al., 1962). Cependant,
Kremer ef al. (1977) ne mesurent pas d’activite PEPCK chez lcs algues rouges:
d‘autres voies de fixation a 1'obscurité du carbone doivent étre envisagées, com-
me celle du carbamoyl-phosphate proposée par Bird et al. (1980) et Boggess &
Naylor (1975).

La principale originalité de ce métabolisme du carbone a I'obscurité est, chez
les Fucus comme chez Cystoseira elegans (Coudrel et al., 1987), I'augmentation
constante de la radioactivité incorporée dans le glutamate; cependant 13 encore,
le pool global de glutamate présent dans lalgue reste stable (tableau 10): il se
maintient & un niveau voisin de lg pour 1600g de matiére fraiche, non significa-
tivenent différent (pour p < 0,05) chez les trois espéces étudiées cl identique a
celui mesuré chez la cystoseire. Aussi, {'augmentation réguliere de la radioactivité
spécifique du glutamate (Tableau IT) méme apres 10 min. de charge est significa-
tive d'un renouvellement rapide de cette molécule. Ces faits donnent au
glutamate un role central & la fois dans Ta misc e réserve lernporaire du casbone
issu des ff-carboxylations et dans sa redistribution.

Ce réle, ainsi que les différcnces de métabolisme observées (predomi du
glutamale chez le Fucus serratus et la cystoseire, et de l'aspartate chez le Fucus
vesiculosus) reste & preciser; aussi, le devenir aussi bien a la lumlere qu'a
V'obscurité de ce “C assimilé par une voie
suivi & la fois chez les Fucus et | cystoseire (expériences de chdsse)

Enfin, le Fucus serratus, disponible tout au long de Fannée, sera utilisé com-
me matériel d'clude dans la suite de nos expérimentations. Comparée aux
cystoseires, cette algue hrune présente une capacité de f-carboxylations plus
élevée et parmi les métabolites identifiés, le plutamate, bien que moins rapi-
dement marque, représent 25% de la ¢ incorporée aprés
12005 d'incubation du thalle en presence de Nall'#COy; il sera donc par la suile
retens comme modéle pour aborder la régulation de Iincorporation et de la dis-
tribution du carbone fixé a l'obscurité sous son aspect enzymatique.
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